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mtDNA 限制 性 片段 ， 并 用 冯 酶 解法 构建 限制 性 内 切 酶 网 谱 。 结 台 以 往 积 累 的 资料 ， 我 们 对 
哺乳 动物 mtDNA 限制 性 世 点 在 还 缘 物 种 问 的 保 字 性 和 变异 性 进行 了 初步 讨论 。 
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K MW R mDNA. PRAIE IE a OH, 3} 48 ] 





高 等 动物 线粒体 DNA (mitochondrial DNA. mtDNA) 是 共 价 闭合 的 双 链 DNA, 
RAHA 16.5 kb 左右 。mtDNA 基因 组 织 结 构 简单 、 稳 定 ， 且 遵循 母系 遗传 方式 ， 在 
遗传 过 程 中 不 发 生 重 组 (Brown，1983)。 利 用 限制 性 内 切 酥 处理 mtDNA， 得 到 的 限制 
性 片段 长 永 多 态 (RFLP) 或 限制 性 内 急 栈 图谱 既 具有 相对 的 种 属 稳 定性 ， 又 能 够 反映 种 
属 间 的 进化 关系 ， 因 而 是 动物 种 属 鉴 定 和 系统 演化 研究 的 一 种 有 效 的 遗传 标记 。 

33E (Arctonyx collari) FRA (Mustela sibirica) 同属 食肉 目 (Carnivora), BAF 
(Mnustelidae)。 以 往 对 于 该 科 动 物 的 研究 只 有 一 些 形 态 分 类 学 的 分 析 。 尽 管 国内 外 近 十 多 
年 来 ， 在 动物 mtDNA 方面 已 进行 了 大 量 的 研究 ， 积 累 了 丰富 的 资料 (Zhang 等 ， 
1993), {AMARA mtDNA 尚未 见报 道 。 本 工作 旨 在 提供 两 种 项 科 动 物 的 mtDNA 限 
制 性 内 切 栈 图谱 ， 为 今后 进一步 研究 吊 科 的 系统 进化 提供 资料 。 


1 材料 和 方法 


1.1 动物 来 源 

猪 多 (Arctonyx collaris) FURR (Mustela sibirica) 各 1 A, HAH, AB EAA 
市 官渡 区 。 
1.2 试剂 

限制 性 点 切 酶 购 自 华美 生物 技术 公司 ，RNase 工 为 德国 Boehringer Mannheim 公司 
产品 ，SDS 为 Servi 进口 分 装 ， 用 时 重 结 唱 ， 其 他 试剂 均 为 国产 分 析 纯 。 
1.3 mtDNA 提取 和 纯化 

参照 本 实验 宝 改进 的 方法 ( 王 文 等 ，1993》 的 方法 进行 。 


Æx 1995F 6 H 24 AKTI 199A 2 i] 1 Higa 
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1.4 限制 性 内 切 酶 消化 

各 种 限制 性 内 切 酥 单 酶 解 缓冲 液 采 用 厂家 的 专用 缓冲 被 ， 酶 解 溶液 体积 为 20 wl, A 
含 1 ug 左右 的 mtDNA 和 4 一 8 单位 限制 酶 ，37 人 C 消化 4 一 8 h 后 ， 加 入 1 /5 体积 的 载 样 
缓冲 液 (10 mmol/L Tris-HCl, 0.2 mol/L EDTA, 0.15% 溴 酚 蓝 ，50% 甘 油 ，pH8.0) 
ZIERA, WAREM Boehringer Mannheim 公司 推荐 的 盐 离 子 浓度 ， 在 同一 缓冲 系统 
中 加 入 两 种 限制 酶 同时 进行 反应 ; 若 设 有 对 两 种 酶 都 适合 的 缓冲 波 ， 则 先 用 低 盐 缓冲 液 和 
相应 的 酶 酶 解 后 ， 再 加 入 高 盐 缓 冲 液 和 另 一 个 相应 的 酶 。 
1.5 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 

配制 1.0% AU ERAS BHA ERE (20 cm X30 cm x0.5 cm), M Tris- 硼 酸 电极 缓 d 冲 
液 ，2 V/cm 电压 室温 下 电泳 过 夜 。 紫 外 灯 下 观察 、 拍 妥 。 用 双 栈 解法 结合 部 分 醇 解 法 
构建 限制 性 内 切 栈 图谱。 
16 亲 练 关系 分 析 

按 Nei 和 Li (1979) 的 公式 ， 

P=-)nF/6 
F=2n,,/ (natn) 

( 式 中 了 .为 每 一 个 位 点 的 平均 碱 基 置换 度 ， 代 表 物 种 间 的 遗传 距离 ，F 乒 为 物种 间 的 限 
制 性 位 点 共享 度 ，n, An, 分 别 为 物种 x 和 的 限制 性 位 点 数 ，n,, 为 两 物种 间 相 同 的 位 点 
数 ) 

根据 限制 性 位 点 差异 法 计算 猪 多 和 黄 导 之 间 的 遗传 距离 ， 亦 即 mtDNA 序列 差异 
BE. i 


2 结果 和 讨论 


CARH 12 种 酶 限制 性 片段 的 分 子 量 〈kb) 数据 见 表 1。 这 些 限 制 性 片段 的 分 子 
有 量 是 通过 mtDNA 酶 解 片段 在 琼脂 糖 电 访 此 胶 上 的 相对 迁移 率 来 确定 的 。 作 为 一 个 例 
+, JE mtDNA 限制 性 内 切 酶 酶 切 电 永 图 谱 如 图 1 所 示 。 用 于 限制 性 内 切 酶 图 谱 构 建 
的 双 酶 解 片 段 分 子 量 见 表 2。 

用 双 酶 解法 并 结合 对 不 完全 栈 解 片段 的 分 析 构 建 的 猪 多 和 黄 锅 mtDNA 限制 性 内 切 
本 图 说 见 图 2。 根 据 在 哺乳 动物 中 特别 保守 的 Apa I 酶 切 位 点 来 寻找 栈 谱 的 起 始点 ， 并 
将 起 始 位 点 定义 到 小 家 和 鼠 (Mus musculus) mtDNA 全 序列 的 起 始 位 点 上 《Bibb 等 ， 
1981)。 酶 切 位 点 按照 它 和 起 始点 之 间 的 距离 来 命名 ， 每 100bp 作为 一 个 距离 单位 。 这 
样 ， 在 猪 多 酶 谱 上 ， 第 一 个 位 点 命名 为 H004， 最 后 一 个 命名 为 V1564， 其 余 依 次 类 推 。 

在 构建 猪 获 和 黄 锅 的 栈 庶 上 时， 我们 使 用 的 限制 酶 中 有 9 PRE RAR AK al 
ho; Apa I, Agi I, Agi Il, Cla I. EcoR I, Hpa I, Pst I, Pvul Il, Sal 
I， 因 此 我 们 可 以 根据 酶 切 位 点 的 异同 来 推算 这 两 种 mtDNA 分 子 之 间 的 同 源 程度 。 这 
两 种 分 子 各 有 18 个 有 效 位 点 ， 其 中 10 个 相同 。 按 照 Nei and Li (1979) 的 公式 ， 它 们 之 
间 的 位 点 共享 度 为 ; 

F= (2x10) / (18+18) =0.556 
i P= (-In 0.556) /6=0.098 
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A. callaris 
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M. sibirica 
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图 1 3638 mtDNA 限制 性 内 切 


图 2 WEMA mtDNA 限制 性 内 切 酶 图 谱 


酶 双 酶 解 电 访 图 谱 ; ae 
Fig.l The electrophoresis patterns of Fig.2 The restriction maps of mtDNAs 
mtDNA of A. collaris digested from A. collaris and M. sibirica 


限制 性 内 切 醇 简称 同 表 1(the abbreviations 


of enzymes follow those in Table 1} 


with restriction endonuclease 
FB le A SK IE l, M: ADMA 7 Hindi 
分 子 量 标记 (kbJthe abbreviations of enzymes 
follow those in Table 1) 


i SAAR) mDNA ABBAS THE 
Tab. 1 The molecular sizes of the restriction fragments of A. colaris(A) and 
; M. sibirica (B) mtDNA after single digestion 
oles 识别 序列 ”物种 切 点 数 限制 性 片段 分 子 量 (kb' 


Apa I fA) GGGCCC A 2 11.7, 4.7 
B 2 11.8, 4.7 
Bal I (Lì) GCCNSGGC A 3 B.7, 6.2, 1.6 
B 2 B.7, 7.8 
Bgi I (G) AGATCT A 2 12.3, 4.2 
B o? 
Cla I (C) ATCGAT A 2 11.7, 48 
B 2 11.7, 4.8 
EcoR I (E) GAATTC A 3 11.3, 3.8, 1.4 
B 3 11.9, 3.7, 1.9 
EcoR V (R) GATATC A 3 TA, 5.7, 3.7 
B not done 
Hind IL ID) AAGCTT A 3 11.2, 3.3, 2.0 
B not done 
Hpa I (H) GTTAAC A 3 11.3, 3.4, 1.8 
B 5 7.7, 3.4. 3.2, 1.6, (0.3)" 
Pst I (P) CTGCAG A o? 
B 1 16.5 
Pru Il {VY CAGCTG A 2 10.1. 6.4 
B 3 11.7, 3.0, 1.8 
Sai I (S) AGTACT A 1 16.5 
B ot 





1 RAMI confirmed by double digestion) 2 hika MRE Al determined by partial digestion). 
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猪 多 和 黄山 mtDNA 遗传 距离 为 0.098， 也 就 是 说 ， 它 们 之 间 的 序列 差异 为 9.8%。 
根据 以 往 的 资料 ， 这 样 的 差别 处 于 同 科 不 同属 动物 之 间 序 列 差 异 的 正常 范围 CABS. 


1993)。 


表 2 


PRMAM mtDNA 双 酶 解 片 段 分 子 量 


Tab. 2 The molecular sizes of the restriction fragments of A. coffsris and M. sibirics mtDNA after 
double digestion 





ER Fe WAX 片段 分 子 量 (kb) 部 分 酶 解 带 (kb) 
1. Wi 
Apal + Bg! 5 58, 4.7, 4.6, 1.6, 04 
+ Bel I 4 101, 26, 2.2, 16 
+ Cla I 4 103, 33, 1.5, 14 
+ EcoR I 5 4.6，3.7，3.7，3.1，1.4 
+ EcoRV 5 5.7, 4.7, 3.7, 1.5, 09 52 
+ Hind Il 5 11.0, 2.5, 2.1, 0.7, (-)* 
+ Sal I 3 9.6, 4.7, 24 
+ Hpa I 5 7.2, 34, 2.1, 1.8, 14 40 
+ Pst ] 2 11.8, 4.7 
+ Pru I 4 9.8, 4.2, 20, 0.5 
Bg! 1] + Bei I 5 6.0, 4.3, 28, 1.8, 16 
+ EcoR 工 6 7.2, 3.9, 23, 1.6, l4 
(-) 
+ EcoRV 6 69, 4.9, 3.0, 1.1, 09, 
0.7 
+ Sal I 4 8.9, 3.3, 28 16 
+ Hpa 1 6 6.2, 34, 34, 18, 1.6, 2.1 
{-) 
+ Pst 1 3 8.7, 6.2, 1.6 
+ Pre I 5 6.2, 3.9, 24, 24, 18 
I. 黄山 
Apa] + Bg! I 4 6.0. 5.7, 3.1, 1.7 
+ Cla I 4 10.4. 3.2, 1.5, L4 
+ Sac I 4 72 4.7, 2.4, 2.2 
+ EcoR I 4 7.1, 4.0, 3.5, 1.9 
+ Pst I 3 7.2, 4.7, 4.6 
+ Hpa I 7 6.5, 34, 2.1, 1.6, 1.5, 4.8, 2.7, 19 
1.4, (-) 
+ Pul 5 4.7, 3.7, 3.0, 2.9, 22 
+ Bg! II 2 11.8, 4.7 
+ Sall 2 11.8, 4.7 
Clal + Bg I 4 Tl, 4.6. 3.1, 1.7 
+ Sac I 4 8.7, 4.5. 24, 0.9 
+ EcoRI 5 7.7, 3.0, 2.0, 2.0, 0.9 i 
+ Pst I 3 7.4, 5.0, 3.1 
+ HpaI 7 4.8, 3.4, 3.4, 29, 1.6, 
1.3, (-) 





* HD Be A 3 ie o TEA (determined by number of cleavage sites and molecular sizes of double—diges- 


tion fragments). 


在 以 往 的 研究 中 ， 我 们 曾 注意 到 不 同 的 限制 性 内 切 酶 识别 位 点 的 进化 速度 不 相同 ( 兰 
EF, 1993). Plan, Bel IFD EcoR V 等 酶 的 酶 切 位 点 即使 在 亲缘 关系 很 近 的 物种 间 
“例如 席 属 的 各 种 间 )， 甚 至 在 同一 物种 中 《例如 印度 麻 、 猪 、 牛 等 的 不 同 个 体 间 )， 多 态 
性 都 很 普遍 ， 因 而 可 以 用 来 据 踪 近 缘 动物 的 种 间 、 种 群 间或 家 养 动物 的 不 同 品系 间 的 进化 
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关系 ;而 另 一 方面 ， 有 些 酶 的 切 点 又 是 非常 保守 的 ， 如 Hindia 1.8 kb HRP 
在 整个 偶蹄 目 中 都 可 以 见 到 它 的 踪迹 、.4pa 工 的 3 条 酶 带 (10.5 kb，5.2 kb，0.7 kb, JẸ 
酶 切 位 点 分 别 位 于 mtDNA 基因 组 的 Coll. Cytb 和 D-loop)， 甚 至 在 不 同 目的 动物 中 
CH. i. F He) 都 是 不 变 的 、 这 一 些 酶 也 许可 以 用 必 远 绿 动物 间 的 进化 分 析 。 

在 本 实验 中 ， 猪 多 和 黄 央 mDNA 共同 的 位 点 有 以 下 10%: H004. C007, A041, 
C055、S065、E076，L100，E114，H135、A158。 由 于 有 些 物种 mtDNA 全 序列 已 经 测 
定 ， 我 们 可 以 检查 这 10 个 保守 位 点 在 mtDNA 全 序列 已 知 的 物种 中 的 分 布 情况 ， 从 而 探 
讨 这 些 位 点 和 的 保守 性 。 这 一 工作 借助 日 立 公司 DNASIS 软件 在 IBM 386 计算 机 上 完 
成 ， 结 果 见 表 3。 

E3 BEMAR mtDNA 的 共同 位 点 在 远 绊 物种 中 的 分 布 情 况 
Tab. 3 The distribution of common restriction sites of Af. sibirica and A. colaris mtDNA among far 
ranged species 


位 点 
RS ee aa a ao o o. a 
H004 C007 A041 C055 S065 E076 Ltoo E114 H135 A158 
人 + + z = - - = > + 
ÞE = + - - 一 一 十 一 - + 
+ + + +- 7 7 + - 一 S + 
iy + 一 十 = = = = = = + 


+ Anderson (1981, 1982); Bibb 等 (1981) Arnason 441991). 
“+? 表 示 读 位 点 存在 (presence of restriction cites) 4-"Z as ft BP FE (absence of restriction cites), 


HEIRNVA Sa, AER mtDNA 上 有 些 位 点 是 比较 保守 的 ，H004， 
C007, A041, A158 这 4 个 位 点 ， 在 远 绿 的 哺乳 动物 ， 如 灵长目 、 贴 齿 目 、 人 偶蹄 目 中 均 
有 所 发 现 、 特 别 是 A158 位 点 ，4 个 目的 动物 都 存在 ， 它 可 能 是 哺乳 动物 的 一 个 共同 特 
征 。 

长 期 以 来 ， 在 动物 系统 学 领域 中 ， 人 们 一 直 为 把 形态 分 类 学 和 分 子 生 物 学 研究 方法 的 
优点 结合 起 来 而 努力 。 支 序 分 类 学 《cladistics) 对 于 祖 征 、 衔 征 的 分 析 方 法 一 直上 吸引 着 分 
子 系统 学 家 的 注意 ， 但 分 子 生 物 学 实验 所 得 到 的 特征 ， 例 如 某 个 限制 性 位 点 ， 我 们 通常 无 
法 确定 它 是 4 祖 征 ?还 是 “ 衍 征 "， 因 而 常常 不 能 进行 支 序 学 的 特征 分 析 。 我 们 希望 本 文 对 保 
守 位 点 的 判断 的 思路 能 够 对 分 子 数据 的 祖 、 衍 征 分 析 有 所 神 益 ， 在 积累 了 足够 多 的 数据 
后 ， 我 们 可 以 建立 一 个 诸如 4 原始 位 点 特征 库 ” 之 类 的 资料 ， 从 而 对 分 子 数 据 进行 支 序 特 征 
分 析 。 区 别 保 守 的 或 可 变 的 位 点 还 有 一 个 潜在 的 意义 、 即 在 聚 类 分 析 时 ， 对 于 保守 的 位 
点 ， 也 许 应 该 考虑 进行 加 权 处 理 。 

致谢 王 应 祥 研 究 员 提供 猪 多 样品 并 伸 阅 全 文 ， 朱 春玲 同志 参加 部 分 工作 ， 中 国 科学 
院 昆 明细 胞 库 帮 助 保存 猪 名 组 织 样品 、 特 此 致谢 。 
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STUDIES ON THE MITOCHONDRIAL DNA RESTRICTION MAPS 
AND RESTRICTION CITES VARIATION OF HOG—BADGER 
AND SIBERIAN WEASEL 


Lan Hong Chen Zhiping Liu Ruiqing 
(Cellular and Molecular Evolution Laboratory, Kunming institute of Zoology, the Chinese Academy of Sciences, 
Kunming Yunnan, 650223) 


Abstract 


The mitochondrial DNAs (mtDNAs) from hog—badger (Arctonyx collaris) and siberian 
weasel (Mustela sibirica) liver were digested with 12 restriciton endonucleases, Apa I, Bel I, 
Bel ll, Cla I, EcoR I, EcoR Y, Hind I, Hpa I, Pst 1, Pvu II, Sca I, Sal I. The ‘ 
mtDNAs were also cleaved by double—enzyme digestions with the above mentioned enzymes. 
Restriction maps for hog—badger and siberian weasel were made according to the number 
and size of those fragments obtained by single and doubledigestions. Combining the previous 
data, the conservation and variation of mtDNA restriction sites of mammals among far ran- 
ged species were also discussed. 
Key words Hog-—badger, Siberian weasel, Mitochondrial DNA, RestrictioMcite 


